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Polypeptides de glycoprot6ine transmembranaire d'enveloppe 
du retrovirus humain du type HIV-1 et polypeptides presentant avec 
eux une parents immunologique 

La presente invention est relative aux virus HIV, notamment £ 
un polypeptide et un peptide permettant une detection d'anticorps anti-HIV 
que les peptides de I'art anterieur ne permettaient pas toujours de 
d6tecter. L'invention est basee sur la dScouverte d'une nouvelle souche 
HIV-1: HIV-1 MAD . L'antiserum dirige contre elle ne presente aucun 
rdactivite -avec les peptides ou polypeptides du consensus HiV tel qu'il est 
utilise de nos jours. Le terme « consensus HIV » se refere aux regions 
conservees entre isolats et dont la mise en evidence est essentielle a la 
conception de vaccins ou de reactifs diagnostiques, et dont les mutations 
conferent la resistance aux medicaments antiviraux. 

Des analyses phylogeniques de souches HIV-1 permettent de 
distinguer au moins huit sous-types, le groupe 0 etant le plus divergent du 
consensus HIV-1 (AIDS Res Hum Retroviruses 1994; 10.877-79). 

Une contrainte generate dans la mise au point de tests 
serologiques HIV, est d'eviter les reactions faussement positives, tout en 
conservant la sensibilite que permettent les tests anterieurs en detection 
de seropositivite. 

Les tests bases sur I'emploi de peptide(s) consensus, 
essentiellement derives du gene « env », ont ete consideres comme une 
solution presque ideale jusqu'a ce que la decouverte du variant HlV-1-0 
fasse entrevoir la possibility de resultats faussement negatifs (Genomic 
cloning and complete sequence analysis of a highly divergent african 
human immuno-deficiency virus isolate. J. Virol. 1994; 68: 1586-96 ; a new 
subtype of human immuno-deficiency virus type 1 (MPV-5180) from 
Cameroon. J. Virol. 1994; 68:1581.-85). 

La non-reactivite de certains tests a antigene peptidique 
« env», chez des patients presentant quand meme certains syndromes 
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ciiniques caracteristiques du SI DA ou des syndromes 
lymphadenopathiques qui parfois les precedent, est, £ ce jour, parfois 
imputee a une infection du groupe HIV-1-0 (HIV-1 /HIV-2 seronegativity in 
HIV-1 subtype O infected patients, Lancet 1994; 343:1393-94 ; New HIV-1 
subtype in the Switzerland. Lancet 1994; 344:270-71). 

Contrairement au groupe HIV-1 -O qui est consid6rablement 
different des autres types HIV-1, la souche HIV-1 MAD de la present 
invention presente une certaine homologie de sequence avec le groupe. 
Malgre cela, elle echappe a la detection par peptides consensus des 
glycoproteines gp41 ei gpl 20 issus de ce virus. 

Ainsi, la presente invention a pour but de mettre a disposition 
des laboratoires de diagnostic des moyens t notamment des peptides et 
polypeptides specifiques permettant une detection d'anticorps anti-HIV, qui 
etaient jusqu'a ce jour susceptibles d'etre indetectables. Elle concerne 
enfin des melanges de peptides issus de HIV-1 MAD et de peptides 
correspondants d'autres HIVs, de fa?on a eviter les resultats « faux 
negatifs » potentiels. 

L'invention decoule des observations faites sur une femme 
asymptomatique d'origine zai'roise et seropositive, au cours de plusieurs 
tests de depistages de ttnfection HIV, confirmes par des techniques de 
« Western blot ». Cette patiente n'a cependant pas montre de reactivite 
aux tests bases sur la reconnaissance de peptides « env x> specifiques du 
HIV-1 de groupe O. D'autres analyses a base de peptides specifiques ont 
etabli que son serum ne reagissait que moderement avec des peptides 
specifiques du groupe HIV-1, ou des peptides du groupe HIV-1 -O, mais 
reagissait avec un seul peptide de la boucle V3 d'un type africain. 

On a realise le sequencage de la glycoproteine gp41 et de la 
boucle V3 de gp120 V3 £ partir d'ADN lymphocytaire et de cultures 
virales, indiquant que cette souche HfV MAD appartient d'une part au 
groupe HIV-1 -M, et qu'elle diff^re de fa?on importante du groupe O, sans 
etre non plus totalement identique a aucun des autres types HIV-1 deja 
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caracterises. De plus, on a constate que cette souche ne presente pas,- 
dumoins dans les conditions experimental mises en oeuvre et qui sont 
rapportees ci-apres, la reactivite vis-a-vis des peptides consensus de la 
region immuno-dominante de gp41, malgre un nombre reduit de 
substitutions d'acides amines dans sa sequence peptidique, en 
comparison aux regions immunodominantes d'autres souches HIV-1. 

Cette observation demontre que des variants HIV distincts du 
groupe O, bien que moins eloignes du consensus HIV-1, peuvent tout de 
meme echapper a une detection serologique, dans le cas ou celle-ci se 
basait uniquement sur les peptides consensus exprimes par le gene env. 

Ainsi, la presente invention concerne un polypeptide ou un 
peptide issus du virus HIV-1 MAD depose le 9 Fevrier 1995 a la CNCM, 
sous la reference 1-1533, celui-ci comportant dans son genome des 
sequences nucleotidiques codant les sequences peptidiques ci-apres 
presentees. 

En variante, Invention concerne un polypeptide ou un 
peptide dont la sequence se distingue de celle des precedents par 
substitution, deletion ou addition d'acides amines, ce polypeptide et ce 
peptide derives conservant neanmoins les caracteristiques antigeniques 

des precedents. 

Une glycoproteine exprimee par le gene « env » de la souche 
HIV-1 MAD est la glycoproteine gp41 dont une partie de la sequence 
peptidique et de la sequence nucleotidique correspondante sont 

representees a la figure 1 B. 

Ainsi, un polypeptide ou un peptide selon I'invention est un 
polypeptide ou un peptide contenant la sequence peptidique representee a 
la figure 1B ou une partie peptidique contenant : 

a) soit la sequence d'acides amines 

RVLAVERYLQDQQLLGIWGCSGKHI 
b) soit une sequence d'acides amines distincte de la sequence 
de a) dans laquelle un ou plusieurs acides amines sont substitues par 
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d'autres acides amines de sorte que le polypeptide ou le peptide conserve 
sa reactivite avec un antiserum contre le polypeptide ou le peptide de a); 

c) soit une sequence d'acides amines selon a) ou b) dans 
laquelle un ou plusieurs acides amines ont ete supprimes ou ajoutes sous 
reserve que le polypeptide ou le peptide conserve sa reactivite avec un 
antiserum contre le polypeptide ou le peptide de a). 

Preferentiellement, un polypeptide ou peptide selon 
I'invention est un polypeptide ou un peptide caractSrise en ce qu'il contient 

a) soit la sequence RVLAVERYLQDQQLLGiVVGCSGKMiCTTT 

b) soit une sequence d'acides amines distincle de la sequence 
de a) dans laquelle un ou plusieurs acides amines sont substituSs par 
d'autres acides amines sous reserve que le polypeptide ou le peptide 
conserve sa reactivite avec un antiserum contre le polypeptide ou le 
peptide de a); 

c) soit une sequence d'acides amines distincte selon a) ou b) 
dans laquelle un ou plusieurs acides amines ont ete supprimes ou ajoutes 
sous reserve que le polypeptide ou le peptide conserve sa reactivite avec 
un antiserum contre le polypeptide ou le peptide a). 

De fa?on particulterement avantageuse, le polypeptide ou le 
peptide est caracterise en ce qu'il contient : 

a) soit la sequence 
RLAVERYLQDQQLLGIWGCSGKHICTTTVPWNS, 

b) soit une sequence d'acides amines distincte de la 
sequence de a) dans laquelle un ou plusieurs acides amines sont 
substitues par d'autres acides amines sous reserve que le polypeptide ou 
le peptide conserve sa reactivite avec un antiserum contre le polypeptide 
ou le peptide de a); 

c) soit une sequence d'acides amines distincte selon a) ou b) 
dans laquelle un ou plusieurs acides amines ont ete supprimes ou ajoutes 
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sous reserve que le polypeptide bu le peptide conserve sa reactivite avec 
un antiserum contre le polypeptide ou le peptide de a). 

Une autre glycoproteine exprimee par le gene « env » de la 
souche HIV-1 MAD est la glycoproteine gp120 dont une partie de la 
sequence peptidique et de la sequence nucleotidique correspondante sont 
representees a la figurel A. 

Ainsi, I'invention vise egalement un polypeptide bu un peptide 
contenant la sequence representee sur la figure 1A ou une partie de ce 
polypeptide contenant: 

a) soil la sequence d'acides amines QRTGiGPGQALYi i MR, 

b) soit une sequence d'acides amines distincte de la 
sequence de a) dans laquelle un ou plusieurs acides amines ont ete 
substituds par d'autres acides amines sous reserve que le polypeptide ou 
le peptide conserve sa reactivite avec un antiserum contre le polypeptide 
ou le peptide de a); 

c) soit une sequence d'acides amines selon a) ou b) dans 
laquelle un ou plusieurs acides amines ont ete supprimes ou ajout§s de 
sorte que le polypeptide ou le peptide conserve sa reactivite avec un 
antiserum contre le polypeptide ou le peptide de a). 

De maniere preferee, ce polypeptide ou peptide est 
caracterise en ce qu'il contient : 

a) soit la sequence 

CTRPYKNTRQRTGIGPGQALYTTHRIIGDIRQAHC 

b) soit une sequence d'acides amines distincte de la 
sequence de a) dans laquelle un ou plusieurs acides amines sont 
substituds par d'autres acides amines sous reserve que le polypeptide ou 
le peptide conserve sa reactivite avec un antiserum contre le polypeptide 
ou le peptide de a); 

c) soit une sequence d'acides amines distincte des 
sequences selon a) et b) dans laquelle un ou plusieurs acides amines ont 
ete supprimes ou ajoutes de sorte que le polypeptide ou le peptide 
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conserve sa reactivite avec- un antiserum contre le polypeptide ou le 
peptide de a). 

L'invention vise egalement des acides nucieiques codant des 
polypeptides ou des peptides tels qu'ils sont definis ci-dessus. 

Un acide nucleique entrant dans le cadre de l'invention 
correspond a la sequence nucleotidique codant une partie de la sequence 
peptidique de la gp41. Ces deux sequences sont representees sur la figure 
1B. 

Un autre acide nucleique entrant egalement dans le cadre de 
la presente invention correspond a la sequence nucleotidique codant une 
partie de la sequence peptidique de gp120. Ces deux sequences sont 
representees sur la figure 1 A. 

L'invention a egalement trait aux vecteurs contenant un acide 
nucteique tel qu'il est d§fini ci-dessus. 

Ainsi, des vecteurs selon l'invention sont les plasmides 
contenant les acides nucieiques ci-dessus definis, tels que deposes le 9 
Fevrier 1995 a la CNCM sous la reference M534 pour gp 120 et 
m pour gp 41. 

invention vise egalement des cellules susceptibles de 
contenir un acide nucleique, cet acide nucleique repondant a une des 
sequences nucleotidiques telle qu'elles sont definies ci-dessus. 

Alternativement, ces cellules sont transferees par un vecteur 
repondant aux caracteristiques d'un vecteur precedemment decrit. 

La presente invention concerne egalement uri virus tel que 
celui d6pose le 9 Fevrier 1995 a la CNCM sous la reference 1-1533. 

Un virus entrant egalement dans le cadre de Tinvention est un 
virus de meme sous-type que le precedent, caracterise en ce que des 
peptides consensus de ce virus sont reconnus par des anticorps 
reconnaissant specifiquement 'un polypeptide ou un peptide precedemment 
defini. 
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UARN genomique du virus precedemment defini entre- 
6galement dans le cadre de I'invention. 

Entre egalement dans le cadre de I'invention, un necessaire 
ou trousse de detection d'anticorps dans le serum ou tout autre echantillon 
biologique de patient susceptible d'etre infecte par un retrovirus humain du 
type HIV, caracterise en ce qu'il comprend : 

- au moins un polypeptide ou un peptide ayant pour sequence 
une des sequences decrites ci-dessus; 

- des moyens permettant la reaction de formation du 
complexe imrnunoiogique entre ie(s) poiypeptide(s) ou ie(s) peptide(s) et 
les anticorps eventuellement presents dans I'echantillon biologique a 
tester, par exemple si besoin un ou plusieurs tampons en incubation, 

- un echantillon temoin negatif, 

- des moyens de revelation du complexe antigene/anticorps 

forme. 

Egalement selon ('invention, cette trousse contient, en outre, 
au moins un polypeptide ou un peptide consensus derive d'une autre 
souche HIV ou d'un polypeptide ou d'un peptide comprenant, 

soit une sequence d'acides amines distincte de la sequence 
de ce polypeptide ou peptide dans laquelle un ou plusieurs acides amines 
sont substitues par d'autres acides amines sous reserve que le 
polypeptide ou le peptide conserve sa reactivite avec un antiserum contre 
le polypeptide ou le peptide consensus, 

soit une sequence d'acides amines dans laquelle un ou 
plusieurs acides amines ont ete supprimes ou ajoutes sous reserve que le 
polypeptide ou le peptide conserve sa reactivite avec un antiserum contre 
le polypeptide ou le peptide consensus. 

Preferentiellement, une trousse selon ^invention contiendra, 
en outre, au moins un polypeptide ou un peptide derive d'une autre souche 
HIV, de preference la souche HIV-LAI .ou la souche HIV-MN. 
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L'invention conceme egalement une composition 
polypeptidique pour le diagnostic in vitro d'une infection due au retrovirus 
selon l'invention, ou a un de ses variants ce diagnostic s'effectuant dans 
un echantillon biologique susceptible de contenir les anticorps formds 
5 apres ladite infection. Cette composition est caracterisee en ce quelle 
comprend au moins un polypeptide ou un peptide selon l'invention. 

L'echantillon biologique peut etre constitue notamment de 
sang, de plasma, de serum ou de tout autre extrait biologique. Les 
compositions ci-dessus sont utilisables pour la detection d'anticorps dans 
10 un des echantillons biologiques susdits. 

L'invention vise done egalement une methode de diagnostic 
in vitro d'une infection due specif iquement a un retrovirus du type HIV, 
caracterisee par les etapes de : 

- mise en contact d'un echantillon biologique susceptible de 
is contenir des anticorps produits a la suite d'une infection par un retrovirus 

du type HIV-1, avec un polypeptide ou un peptide repondant aux 
definitions ci-dessus, ou avec une composition polypeptidique ou 
peptidique decrite ci-dessus, dans des conditions appropriees permettant 
la formation d'un complexe immunologique du type antigene/anticorps, 

20 - detection de I'eventuelle presence du complexe. 

L'invention concerne par ailleurs une composition 
immunogene, caracterisee en ce qu'elle comprend au moins un 
polypeptide et un peptide en association avec un vehicule pharmaceutique 
acceptable pour la constitution de vaccins. 

25 L'invention se rapporte egalement a un procede d 

preparation des glycoprot6ines gp41 et gp120 de la souche retroviral 
selon l'invention, le procede §tant caracterise par les etapes suivantes : 

- lyse des cellules infectees par un retrovirus HIV-1 selon 
Tinvention et separation du surnageant et des cellules infectees ou lyse 

30 des culots viraux prepares par centrifugation, 
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" - depot de I'extrait cellulaire et/ou de I'extrait viral sur- 
immuno-adsorbant contenant des anticorps purifies, obtenus a partir d'un 
serum de sujet infecte par le retrovirus selon I'invention, et fixes 
avantageusement sur un support adapte, ledit serum de sujet infecte ayant 
la capacite de reagir fortement avec des proteines d'enveloppe du virus 

selon I'invention, 

- incubation en presence d'un tampon et pendant un temps 
suffisamment long pour obtenir la formation d'un complexe immunologique 
antigene/anticorps, 

- lavage de I'immuno-adsofbant avec un tampen pour eliminer 

les molecules non retenues sur le support, 

- recuperation des proteines antigeniques recherchees. 
Selon un premier mode de realisation de ce procede de 

preparation, la separation et la recuperation des glycoproteines gp41 et 
gp120 de HIV-1 MAD sont faites par electrophorese et par electroreduction 
des proteines. 

Selon un autre mode de realisation de ce procede de 
preparation, la recuperation des proteines est obtenue par : 

- elution des proteines fixees sur I'immuno-adsorbant ci- 

dessus. 

- purification des produits ainsi elues sur une colonne de 
chromatographie contenant. fixes sur le support de separation, des 
anticorps reconnaissant la glycoproteine gp41 ou la gp120 de HIV-1 MAD. 

Entre egalement dans le cadre de I'invention. un procede de 
production d'un polypeptide ou dun peptide selon I'invention. ce 
polypeptide ou peptide etant obtenu 

.- soit par I'expression d'un acide nucleique de I'invention, 

- soit par synthese chimique, par addition d'acides amines 
jusqu'a I'obtention de ce polypeptide ou de ce peptide. 
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Les principes et les procedes classiques du genie genetique 
peuvent etre ici utilises ( « Molecular cloning », Sambrook, Fritsch, 

Maniatis, CSH 1989) 

Entre egalement dans le cadre de Tinvention, un procede de 
production d'un acide nucleique precedemment defini, pouvant §tre produit 
soit par isolement a partir du virus de Tinvention, soit par synthese 
chimique, soit en utilisant des techniques ^amplification in vitro des acides 
nucleiques a partir d'amorces specifiques. 

Ainsi, Tinvention a egalement trait a des amorces 
oiigonucieotidiques utiiisees iors de rampiification decides nucieiques 
codant des oligopeptides de glycoproteine d'enveloppe, par exemple la 
glycoproteine gp120 V3 de la souche HIV-1 MAD de la presente invention, 
et de toute sequence gp 120 V3 d'un virus HIV-1du groupe M. 

Ces amorces oiigonucieotidiques sont caracterisees en ce 
qu'elles ont une sequence consistant en au moins huit nucl6otides 
consecutifs des sequences nucleotidiques suivantes : 

AATGGCAGTCTAGCAGAAGAA, ou 

TCCTCAGGAGGGGACCCAGAA. 

Selon I'invention, ces amorces peuvent etre utiiisees Iors d'un 
processus ^amplification genique, par exemple par PGR ou une technique 
equivalente, d'une sequence nucleotidique codant pour un peptide de 
Tinvention. 

Egalement, Tinvention concerne une trousse permettant 
('amplification par PCR ou une technique equivalente ci-dessus decrite. 

Entre egalement dans le cadre de la presente invention, un 
procede de detection de la presence dans un echantillon biologique 
d , acide(s) nucleique(s) caracteristique(s) d'une retrovirus de type HIV, y 
inclus d'un retrovirus selon Tinvention. Ce procede comprend une mise en 
contact d'un ADNc forme a partir d'ARN(s) contenu(s) dans cet echantillon 
biologique, dans des conditions permettant Thybridation de cet ADNc avec 
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le genome retroviral, et la realisation d'une amplification genique sur cet 
Schantillon viral. 

L'invention concerne egalement un lysat viral tel qu'il est 
obtenu par lyse des cellules infectees par un virus selon l'invention 

Un extrait proteique d'une souche HIV-MAD contenant 
notamment un polypeptide ou un peptide tel que precSdemment defini 
entre egalement dans le cadre de l'invention. 

D'autres caracteristiques et avantages de l'invention 
apparaitront dans ie (ies) exempies et ies figures. 
Leaende des figures 

- Figure 1 : superposition de sequences nucleotidiques HIV 1- 
MAD et des sequences peptidiques codees correspondantes. 

- Figure 1A : fragment des sequences nucISotidiques et 
peptidiques de la boucle V3 de la glycoproteine gp120, 

- Figure 1B : fragment des sequences nucleotidiques et 
peptidiques, comprenant la. region immuno-dominante de la glycoproteine 

gp4i; 

- Figure 2 : comparaison des sequences d'acides amines de 
la boucle V3 de la glycoproteine gp120 (figure 2A) et de la region immuno- 
dominante de la glycoproteine gp41 (figure 2B), sur differents types de 
souches HIV-1 . 

MAD: souche HIV-1 MAD, 
LAI : souche HIV BRUCG 
OYI : souche HIV OYI 
ELI: souche HIV ELICG 
MAL : souche HIV MAL 
455 : souche HIV455A 
CPZ : souche HIV CG 
ANT : souche HIV ANT70C 
MVP : souche HIV MVP5518 
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VAU : souche HIVVAU 

La sequence CPZ est issue d'une glycoprotein d'une souche 
du type SIV ; ANT, MVP et VAU sont des sequences issues de 
glycoproteines de souches du groupe HIV-1-0. 

Les changements d'acides amines par rapport au consensus 
LAI sont represents en gras lorsque ceux-ci sont retrouves dans la 
s6quence de la souche MAD. 

Localisation de certains peptides : r6gion immunodominante 

de gp41 (LAI [===]), ANT [«*)>. 0 VMP 5180 [-], 
Exemple : 

Des sequences d'ADN de lymphocytes du sang peripherique 
et de cultures virales d'ADN ont ete obtenues par amplification geniqu 
d'ADN. Dans le procede d'amplification employe, les inventeurs ont utilise 
les amorces nucleotidiques suivantes 
CGCGAGCTGCAGTGTTCCTTGGGTTCTTG et 
CGCGAGCTGCAGGAGTTTTCCAGAGGAACCCC. ainsi que 
CGCGAGCTGCAGGCGCAACAGCATCTGTTGCAACTC et 
CGCGAGCTGCAGTTCTTGTTCATTCTTTTCTTGCTG pour la region de 
la glycoproteine gp41, ainsi que les amorces 
CGCGAGCTGCAGAATGGCAGTCTAGCAGAAGAA et 
CGCGAGCTGCAGTTCTGGGTCCCCTCCTGAGGA pour la region V3 de 

la glycoproteine gp120. 

Toutes les amoreces utilisees avaient en commun un 
extremite 5' contenant un site PST1 permettant le clonage ulterieur dans 
un plasmide Bluescript®. Les produits d'amplification ont ete clones soit 
selon les techniques classiques utilisant les amorces universelles T3 et T7, 
soit directement sequences par I'utilisation des amorces de la precedente 
amplification. Les sequences ont ensuite ete determinees par le dispositif 
automatique de sequen?age Applied Biosystems 373A (ESGS Montigny le 
Bretonneux, France). 
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Dans une sequence partielle de la glycoproteine gp41 
(souche HIV-1 MAD) codant 124 acides amines, 11 d'entre eux se sont 
r6vel6s differents de ceux de la sequence consensus LAI. En comparant 
ces 1 1 acides amines dans les sequences peptidiques des diverses autres 
souches decrites ci-dessus, on retrouve des acides amines communs : 

sequence OYI : 5 acides amines 

sequence ELI : 6 acides amines 

sequence MAL ; 7 acides amines 

sequence 455 : 7 acides amines 

sequence CPZ : 4 acides amines 

sequence ANT : 3 acides amines 

sequence MPV : 2 acides amines 

sequence VAU : 2 acides amines. 

Bien que moins divergente de la sequence consensus LAI 
que des souches de groupe 0, la sequence peptidique partielle de gp41 
MAD n'est cependant identique a aucune de celles des autres souches 
HIV-1 connues (Figure 28). 

La reactivite serologique semble etre abolie par seulement 
quelques changements d'acides amines de la region immunodominante de 
la glycoproteine gp41. En I'espece, seules 4 differences ont ete observees 
dans cette region (3 dans chaque peptide teste). Plus particuli6rement, le 
simple echange d'une Leucine (23eme acide amine de la sequence LAI de 
la figure 2) par une Histidine, au niveau de la petite boucle SGKLI situee 
entre deux cysteines, apparait critique. Un epitope specifique de la region 
immunodominante de gp 41 de HIV-MAD semble done etre determine par 

un seul acide amine. 

Concernant la sequence de la glycoproteine gp120 incluant la 
boucle V3, elle est constitute de 96 acides amines dont 40 se sont reveles 
differents de la sequence consensus LAI. 
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" Certains acides amines, sur un total de 40, de la sequence de 
la gp120 des differentes souches de la figure 1A sont retrouves chez HIV, 
MAD: 

sequence OYI : 8 acides amines 
sequence ELI : 21 acides amines 
sequence MAL : 18 acides amines 
sequence 455 : 10 acides amines 
sequence CPZ : 7 acides amines 
sequence ANT : 4 acides amines 
sequence MPV : 8 acides amines 
sequence VAU : 9 acides amines 

La souche HIV-1 MAD s'est revelee considerablement 
divergente dans sa sequence par rapport au consensus LAI. Bien que plus 
proche des souches ELI et MAL, la souche MAD n'a revele aucune identite 
avec les souches de type HIV-1 connues (figure 2) ; la souche HIV-1 MAD 
presente un motif GPGQALYT commun avec une autre souche africain 
(HIV-1 MAL) au niveau de la boucle V3. Ce point commun de sequence est 
tres certainement responsable des reactivites serologiques croisees 
observees. 
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REVINDICATIONS 

1. Peptide ou polypeptide derive du virus HIV-1 MAD depose 
le g Fevrier 1995 a la CNCM, sous la reference 1-1533, ou polypeptide ou 
peptide dont la sequence se distingue de celle du precedent par 
substitution, deletion ou addition d'acides amines, ce polypeptide ou 
peptide distinct conservant neanmoins les caracteristiques antigeniques du 
precedent. 

2. Polypeptide ou peptide contenant la sequence representee 
£ la figure 1 B ou partie de ce polypeptide ou peptide contenant : 

a) soit la sequence d'acides amines 
RVLAVERYLQDQQLLGIWGCSGKHI 

b) soit une sequence d'acides amines distincte de la 
sequence de a) dans laquelle un ou plusieurs acides amines sont 
substitues par d'autres acides amines sous reserve que le polypeptide ou 
le peptide conserve sa reactivite avec un antiserum contre le polypeptide 

ou le peptide de a); 

c) soit une sequence d'acides amines distincte selon a) ou b) 
dans laquelle un ou plusieurs acides amines ont ete supprimes ou ajoutes 
sous reserve que le polypeptide ou le peptide conserve sa reactivite avec 
un antiserum contre le polypeptide ou peptide de a). 

3. Polypeptide ou peptide selon la . revendication 2, 

caracterise en ce qu'il contient : 

a) soit la sequence RVLAVERYLQDQQLLGIWGCSGKHICTTT 

b) soit une sequence d'acides amines distincte de la sequence 
de a) dans laquelle un ou plusieurs acides amines sont substitues par 
d'autres acides amines sous reserve que te polypeptide ou le peptide 
conserve sa reactivite avec un antiserum contre le polypeptide ou le 
peptide de a); 

c) soit une sequence d'acides amines distincte des 
sequences selon a) et b) dans laquelle un ou plusieurs acides amines ont 
6t6 supprimes ou ajoutes sous reserve que le polypeptide ou le peptide 



2730493 



16 

conserve sa readivite avec uh antiserum centre le polypeptide ou te 
peptide de a). 

4. Polypeptide ou peptide selon la revendication 2 ou la 3, 
characterise en ce qu'il contient : 

a) soit la sequence 
RVLAVERYLQDQQLLGIWGCSGKHICTTTVPWNS 

b) soit une sequence d'acides amines distincte de la 
sequence de a) dans laquelle un ou plusieurs acides amines sont 
substitu£s par d'autres acides amines sous reserve que ie polypeptide ou 
le peptide conserve sa reactivity avec un antiserum contre le polypeptide 
ou le peptide de a); 

c) soit une sequence d'acides amines distincte des 
sequences selon a) et b) dans laquelle un ou plusieurs acides amines ont 
et<§ supprimes ou ajout£s sous reserve que le polypeptide ou le peptide 
conserve sa r§activit6 avec un antiserum contre le polypeptide ou (e 
peptide de a). 

5, Polypeptide ou peptide contenant la sequence 
representee a la figure 1A ou partie de ce polypeptide ou de peptide 
contenant 

a) soit la sequence d'acides amines QRTGIGPGQALYTTHR, 

b) soit une sequence d'acides amines distincte de la 
sequence de a) dans laquelle un ou plusieurs acides amines sont 
substitues par d'autres acides amines sous reserve que le polypeptide ou 
le peptide conserve sa readivite avec un antiserum contre le polypeptide 
ou le peptide de a); 

c) soit une sequence d'addes amines distinde des 
sequences selon a) et b) dans laquelle un ou plusieurs addes amines ont 
ete supprimes ou ajoutes sous reserve que le polypeptide ou le peptide 
conserve sa readivite avec un antiserum contre le polypeptide ou le 
peptide de a). 
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" 6. Polypeptide ou peptide selon la revendication 5-, 
caracterise en ce qu'il contient : 

a) soit la sequence 

CTRPYKNTRQRTGIGPGQALVTTHRIIGDIRQAHC 

b) soit une sequence d'acides amines distincte de la 
sequence de a) dans laqueile un ou plusieurs acides amines sont 
substitues par d'autres acides amines sous reserve que le polypeptide ou 
le peptide conserve sa reactivity avec un antiserum contre le polypeptide 
ou le peptide de a); 

c) soit une sequence d'acides amines distincte des 
sequences selon a) et b) dans laqueile un ou plusieurs acides amines ont 
et6 supprimes ou ajoutes de sorte que le polypeptide ou le peptide 
conserve sa reactivite avec un antiserum contre le polypeptide ou le 
peptide de a). 

7. Acide nucleique contenant une sequence codant pour un 
polypeptide ou un peptide selon les revendications 1a 6. 

8. Acide nucleique selon la revendication 7, dont la sequence 
nucleotidique est representee a la figure 1 A. 

9. Acide nucleique selon la revendication 7, dont la sequence 
nucleotidique est representee a la figure 1B. 

10. Vecteur contenant un acide nucleique selon Tune 
quelconque des revendications 7 a 9. 

11. Vecteur selon la revendication 10, caract6rise en ce que 
c'est un plasmide. 

12. Vecteur caracterise en ce qu'il est le plasmide contenant 
I'acide nucleique de la revendication 8, tel que depose le 9 fevrier 1995 a 
la CNCM sous la reference 1-1534. 
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13. Cellule contenant un acide nucleique selon Tune 
quelconque des revendications 7 a 9 ou un vecteur selon I'une quelconque 
des revendications 10 a 12. 

14. Virus depose le 9 Fevrier 1995 a la CNCM sous la 

reference 1-1 533. 

15. Virus selon la revendication 14 de meme type ou sous 
type que le virus de la revendication 14 caracterise en ce que des peptides 
consensus de ce virus sont reconnus par des anticorps reconnaissant 
specifiquement un polypeptide ou un peptide selon Tune quelconque des 
revendications 136. 

16. L'ARN genomique du virus selon la revendication 14 ou 

15 

17. Trousse de detection in vitro d'anticorps contre HIV, 
contenant au moins un polypeptide ou un peptide selon I'une quelconque 
des revendications 1 a 6. 

18. Trousse selon la revendication 17, contenant en outre au 
moins un polypeptide ou un peptide consensus derive d'une autre souch 
HIV comprenant: 

soit une sequence d'acides amines distincte de la sequence 
de ce polypeptide ou de ce peptide dans laquelle un ou plusieurs acides 
amines sont substitues par d'autres acides amines sous reserve que le 
polypeptide ou le peptide conserve sa reactivite avec un antiserum contr 
le polypeptide ou le peptide consensus, 

soit une sequence d'acides amines dans laquelle un ou 
plusieurs acides amines ont 6te supprimes ou ajoutes sous reserve que le 
polypeptide ou le peptide conserve sa reactivite avec un antiserum contre 
le polypeptide ou le peptide consensus. 

19. Trousse selon la revendication 17 ou 18, caracterisee en 
ce que I'autre souche HIV est une souche HIV-LAI. 



2730493 



19 

20. Composition polypeptidique ou peptidique pour le 
diagnostic in vitro d'une infection due au virus selon la revendication 14 ou 
15, ladite composition comprenant au moins un polypeptide ou un peptide 
selon les revendications 1 a 6. 

21. Composition immunogene caracterisee en ce qu'elle 
comprend au moins un polypeptide et un peptide ou le peptide en 
association avec un vehicule pharmaceutique acceptable pour la 

constitution de vaccins. 

22. Methode pour la detection in vitro d'anticorps anti HIV-1 
par mise en contact d un echantillon biologique avec un polypeptide ou un 
peptide selon Tune quelconque des revendications 1 a 6. 

23. Procede de production d'un polypeptide ou d'un peptide 
selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, caracterise en ce que le 
polypeptide ou le peptide est obtenu 

- soit par I'expression d'un acide nucleique selon I'une 

quelconque des revendications 7 a 9 

- soit par synthese chimique, par addition d'acides amines 
jusqu'a obtention du polypeptide ou du peptide complet. 

24. Oligonucleotide ayant une sequence consistant en au 
moins huit nucleotides consecutifs des sequences nucleotidiques 
suivantes: 

AATGGCAGTCTAGCAGAAGAA, ou 
TC CTC AGG AGG GGACC C AG AA. 

25. Oligonucleotide selon la revendication 24 caracterise en 
ce qu'il peut etre utilise lors d'un processus d'amplification genique d'une 
sequence nucleotidique codant pour un polypeptide ou un peptide selon 
I'une quelconque des revendications 1 a 6. 

26. Trousse d'amplification genique selon la revendication 25. 

27. Procede de detection de la presence, dans un echantillon 
biologique, d'acide nucleique caracteristique d'un retrovirus de type HIV y 
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inclus dW retrovirus selon la revendication 14 ou 15, comprenant la mise 
en contact d'un ADNc forme a partir d'ARN(s) contenu(s) dans cet 
echantillon biologique dans des conditions permettant I'hybridation de cet 
ADNc avec le genome retroviral, et la realisation d'une amplification 
genique sur cet echantillon viral. 

28. Lysat viral tel qu'il est obtenu par lyse des cellules 
infectives par un virus selon la revendication 14 ou 15. 

29. Extrait proteique de souche HIV-MAD contenant 
notamment un polypeptide ou un peptide antigenique selon Tune 
queiconque des revehdicatiohs 1 a 6. 
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